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SAMMANDRAG 

Huvudfoxen Kassan 

Ffireliggande uppfinning hfinffir sig till en anordning inneMUande magnetiskt p&verkbart 
material avsedd fbr transport av snbstanser genom biologiska membraiL 



UPPFINNINGENS BAKGRUND 



En biologic cell vare sig det ar cn humancell, en bakterie eller en annan typ av cell omslucs 
av ett cellmembran. Detta membran 3r ofta uppbyggt av ctt dubbel lager av fosfolipider. 
Lipidernas mer hydro foba delar bildar det hire av xnembranet medan de hydrofila delarna 
vands in root celJens inre respektive ut mot omgivningen. Vldare inneMller cellmembranea en 
mSngd olika proteiner. Olika typer av proteiner i membranet har olika piaktiska uppgifter av 
betydelse f&r cellens HvscykeL En del proteiner fungerar som transpoitkanaler fBr olika typer 
avjoner och mindre metaboliter. Andra protein, receptorer, ger membranet egenskaper som 
g«r att olika biokemiska signaler fir&n omvarlden registrcras av cellen. Membranet Sr cellens 
skydd mot omgivmngen och det utfBr en selektiv kontrol] av transpoxtflodet av molekyler till 
och firan cellen. 

For att tvinga en viss mottagarceil att slappa in en molekyl, som cellen i noimala fell inte 
slipper in, anvtoder fbrskare en mtagd olika metoder. Molekyler som inte ar fBr storm lean 
modifieras och maskeras s4 att det Hknar en molekyl som cellen automatiskt slipper in. For 
stOnne molekyler som proteiner och DNA molekyler anvSnds antingen fysiska metoder som 
Oppnar cellmembranet eller s& utnyttjas vixuspartiklar Ett vims kan bSra med sig relauvt stora 
DNA molekyler. Vimset kinner igen en viss typ av celler och kan skicka in den DNA 
molekyl som den bar pi in genom cellmembranet Dft virus i sig Sr en potentiell fara for 
laboratorieperscmal har nya virusliknande partiklar tillverkats av liposomer for att fdrsBka 
efterlikna vimsets f&nn&ga att f&ra in DNA. Vidare har befintiiga virus modifierats fBr att 
minska risken fBr bantering i laboratoriemfljs, Fysisk behandling av celler som elektrisk 
chock, vSnne chock eller med s Jc gene bombardment (genkanon p& svenska) fSrstor eller 
vidgar cellmembranet temporfirt och membranet blir tilifilligt oppet fBr inflOde av en stone 
molekyl. De fysiska mctodema ar into specifika utan traflar alia celler i ett prov. Vidare ir det 
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vanligt att dcssa metoder dodar en mSngd celler. Far att infora DNA eller protein material i en 
enda cell mcd stor precision kan mikroinjektion under mikroskop vara ett altemativ, men 
endast en ceU i taget kan behandlas. Utvecklingeo av nya teknologier f5r inforandet av DNA i 
celler bar under det sista decenniet accelererat i takt med att kunskapen ora vara arvsanlag har 
dkat Utvecklingen av sic stamceHer och andra cellinjer dSr cellema inte delar sig sSrskilt ofta 
eller inte alls har akat behovet av metoder som kan fora in DNA inte bara genom ett 
cellmembran utan Sven genom cellkamans raembran s4 att DNA molekyien nir anda in i 
cellkSman. 

Vi bar tidigare (1) beskrivtt en ny metod f&r p&verkan av cellmembran. Metoden kallad 
magnetoporering utnyttjar ferromagnetiska partiklar. Dessa paitiklar har en diameter p& 1-100 
ont Partiklarna kan genom att dess yta xnodrfieras fBrmas att binda fast vid ett cellmembran. 
Darefter utsatts cell och partikelkomplexen for ett altemerande magnetfilc De 
ferromagnetiska partiklarna avger di varme samt vibrerar en aning. CeOmembranet blir mer 
penneabelt i paitikelns nidiet och molekyler som Lex. DNA kan diflundera in genom 
membranet Altemattvt kan hela partikeln penetrera membranet* 

Foreliggande patentansdkan beskriver den ovan nimnda ferromagnetiska partikeln som en 
anoxdning f5r transport av en molekyl genom ett eller flera membran utan att denna anordning 
nodvSndigtvis sjaiv transporteras genom membranet 

F5r naxvarande firms magnetiskt piverkbara partiklar, i storleksordmngen tio nanometer upp 
till nigra mikrometer, med modifierade ytor kommersiellt tillgSngliga for olika andamal, 
sisom kontrastmedel f5r MRI (magnetic resonance imaging) (2), prcparering av RNA 
(ribonucleic acid) och DNA (deoxyribonucleic acid) (3), syntes av cDN A-bibliotek p& fast fes 
(4), proteimtpprening (5), bSrare i immunologiska analyser (6), markorer inom 
immunologiska analyser (7), jonbytar- och affinitetskromotografi samt upprening eller 
sortering av celler, virus och organeller (8). 

Huvudkomponenten i kommersiellt tillgangliga magnetiskt piverkbara partiklar utgors oftast 
av ferrit/magnctit, en speciell typ av jSrnoxid som har magnctiska egenskaper d v s dess 
relativa magnetiska permeabflitet Br mycket stor. Partiklarna innehSUer en kfirna av jaraoxid 
och/eller j Sxnoxidhydroxid och ibland ytterligare en eller flera metaller och dess oxider. Dessa 
paramagnetiska kSmor ar inte permanenta magneter i sig sjalv men om de magnetiska 
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domSneroa inuti varje partikels kSrna utsatts f6r ett magnetfalt forsoker de stalla in sig efter 
fSltcts riktning (II). Nar filtets invokan avtar forlorar de xnagnetiska domSneraa rf. 
sminingom sin riktning. Utsatts de paramagnetiska partDdama f6r ett magnetiskt fait som 
Sndrar riktning med en frekvens i storleksordningeo 1 MHz kommer partDdama att vid varjc 
byte av riktning pa fillet bSra en initial motkraft mot faltriktnicgen innan de magnetiska 
domanema byter riktning. Delta fenomen som schematiskt ffcrklaras ovan kan hirledas ur 
hysteres kurvan for fetromagnetiska material och resulterar i en energifbrlust msirkbar i form 
av en varme utveckling fiSn partiklama. 

Varje kama kan best4 av en magnetisk domfln eller ett flertal domSner som via aggregation 
bildat ett n&got stSrre komplex, Flextalet av de kommersiellt tillgangliga partiklamas karnor 
bestir av mer an en magnetisk doman. Storlekcn p& partikebs kama avgor om det Sr mSjligt 
att snabbt och enkelt separera ut de magnetiska paxtiklarna fir&n en heterogen mix med ett 
magnetiskt Sit (ofta en enkel permanent magnet). For samtliga applikationer av magnetiska 
partiklar som innebar en upprening eller en soitering av en specifik komponent ur en mSngd 
andra komponenter Sr delta mycket praktiskt och dessa partiklar bar ofta en diameter stdrre an 
200 nxru For den paitikel som beskrivs i denna ansOkan ar det dock viktigt att den 3r si liten 
att den inte sedimenterar av gravitationskraften och att den inte aggregerar med nSrliggande 
partiklar och bildar stone komplex vid forvaring av sagda paitikel i en vattenbaserad 
suspension. Vidare Sr det av storsta vikt att pattikeln som beskrivs i denna ansokan g3r att 
hantera utan att tillfora en m&lcell infektion av nigot slag. Anordningen m&ste darf&r utan 
svSrighet passera ett sterilfilter med storieken 100-200 ran. Paitiklama beskrivna i deima 
ansdkan bildar s&ledes en stabil fenofluid (9), dvs en stabil kollodial suspension av 
ferromagnetiska partiklar. Detta medfitr att partiklarna hSUer sig i snspensionen ocb att de 
genom diffusion kan fBrflytta sig i en cellsuspension och finna sift m&L 

Karnan i kommersiellt tillgangliga partiklar ar ofta innesluten i eller uppblandad med en 
polymer t s&som dextran eller protein, eller omgiven av ett yttre monolager eller bilager av 
amfifatiska molekylcr, sasom fcttsyror eller derivat dSrav. Detta yttre holje motverkar 
aggregation av nariiggande karnor som armars kan intraffa, Det yttre holjet underlattar vidare 
utbyggnad av partikeln och har anvSnts fSr kemisk inkoppling av andra molekyler, ex em- 
pelvis receptorer, lektiner, enzym och antikroppar, till ytan pi de magnetiskt p&verkbara 
partiklarna, varvid de erhaller selektivt bindande egenskaper. De bindande egenskaperna 
fSnnar partikeln att binda fast vid ett m&lobjekt. Fflr den anordning som beskrivs i denna 
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patentansokan 3r det av stor vifct att partiklama inte aggregerar eftcrsom storlekcn pi varje 
partikel miste vara i storleksordningen 1-200 nm for att partiklama skall hi] Las stabilt i en 
suspension och inte sedimentera samt vara enkla att sterilfiltrera i de fill detta Sr onskvart. Ett 
yttre hOtfe som motvcfkar aggregation Sr salcdes ntidvandigL Samtidigt 3r det vflctigt att den 
v3rme som avges firan anoidningens karaa nar ut i omgivningen. Denna motsSttning bar i 
f&religgande patentansSkan losts med en anordning bestiende av en partikel uppbyggd av en 
kSraa som inte 3r uppblandad eller omgiven av polymer och ej heller tackt med ett mono- 
eller bilager av amfifatiska molekyler utan en kama producerad i ett vattenbaserat system (9). 
K&roan stabilises pa tvi olika sltt beroende pi viDcen typ av molekyl som skall kopplas till 
partikeln och dar utgSra den selektivt bindande och effektorbarande delen av anordningen (se 
nedan). Antingen stabiliseras kSrnan av denna molekyl direkt via van der Waals bindningar 
till metall oxid/hydroxid karnan eller av en mtndre molekyl exemplifierat av en organisk 
silaniserad molekyl, b&mstensyra och dess derivat eller en aminosyra. Till denna mindre 
molekyl kopplas sedan den selektivt bindande och effektoib Brands molekylen kovalent 

Ett ytterligare krav pi den i denna patentansokan beskrivna anordningen Sr att den skall kunna 
f5ra med sig en molekyl till sitt mSL Denna molekyl kan i princip vara vilken molekyl som 
belst men exemplifieras av DNA, RNA och proteiner och benSmns hlr £8r effektonnolekyl. 
Vidare mftste denna eflektormolekyl, enhet m i figur 1 A, vara lokaliserad i den selektivt 
bindande molekylens, enhet II i figur 1 A, narhet pi sagda anordnings kSrna, enhet I i figur 
1A. DarfBr miste den selektivt bindande molekylen och den effektorbSrandc molekylen 
antingen vara en och sanuna molekyl det vill sftga inneha bida egenskaperna eller si kopplas 
tvi enheter ihop kemiskt eller via genetisk fusion tilt en enda molekyl. Detta fflr att placera 
sagda efTektormolekyl intill den punkt p& membranet, enbet IV ifigur IB, dar den selcktiva 
molekylen bundit fast, se figur IB. Denna punkt pi membranet Sr den enda grvna punkten dar 
membranet kommer att reagera fbr vannen och vibrationen frin anordningen da denna i sin 
tur utsStts f6r ett altemerande magnetfalt Den tillfalliga por som di uppstir i membranet samt 
den dkande lokala diffusionen till foljd av varmcutvecklingen fSrmSr sagda effektonnolekyl 
att diffundera in genom membranet Sven om inte hela anordningen fBljer med genom 
membranet. Denna efifckt ar mycket vilctig d& man inte vill f&ra in hela anordningen genom ett 
membran till exempel for att inte stdra en levande eell eller celtkirna mer an nodvMndigt. 
Denna konstruktion g5r vidare anordningen unik bland tidigare beskrivna paramagnetiska 
partiklar (9-16). Genom att vflja hur eSfektormolekylen binds fast vid partikeln samt vilja 
frekvens, ffiltstyrka, iSngd pi pulsen och antal pulser &an det altemerande faltet kan 
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transporten gcnom membran med eller utan faela paxtikeln regteras. En bindning med hdgre 
styrka cxemplifierat av en affinitetsbindning leder med storro sannolikhet till transport av hela 
anordningen genom membranet medan en elektrostatisk bindning eller en van der Waals 
bindning dkar mSjligJieten till att reglera membrantransporten si att endast effektormolekylen 



Det ir sedan tidigare kant (10) bur en superparamagnetisk partikel i storlekordntngen 3 till 
1000 ran bestaendc av en kSxna av jSrnoxid omgiven av en organisk molekyl till vilken en 
msngd olika molekyler kan kopptas fast lean tillverkas for olika andamM. 1 patentet (10) 
bestows vidare bur denna typ av partiklar kan anvSndas som tumor destruktiva agenter, ffcr att 
oka ett immunsvar fSr en molekyl kopplad till dess yta, ffcr att med hjalp av en permanent 
magnet eller elektromagnetiskt flit dinger* en viss lakemedelssubstans till ett ro&Jorgan, for 
upprening av fusionerade celler 9 fbr upprening av celler som tagtt in gcnmaterial fast p4 
paxtikeln, som kon&astmedel, fSr in vitro diagnostic och som tnagnetiska bSrare eller 
adsorbenter. Oavsett anvSndning och oavsett bur minga molekyler som kopplas till denna 
partikelns yta beskrivs inte hur dessa molekyler ar orienterade i foxballande till varandra, 
vilket gor partikeln i f&religgande patentansdkan nnik. Vidare beskrivs det inte i nMmnda 
patenthandling (10) hur partikeln skall utformas fbr anvindning fbr membrantransport i ett 
altemerande magnetfih. 

Vidare ar det sedan tidigare beskrivet (11) en partikel i nanostorlek tSckt med ett derivat av 
bSmstcnssyra kopplad i ett andra steg till annexin utformad for mizkning av molekyler eller 
celler med sagda rnagnetpartiklar, FOreliggattde patentans6kan beskriver en partikel pi vara 
yta det minst finns tv4 unika egenskaper en specifik inbftrdes placering p& partikeln vilket 2r 
unikt 

Bahr et al (12) beskriver en partikel uppbyggd av en jtaoxid kama omgiven av ett 
biokompatibelt substrat till vilket olika effektor molekyler kan kopplas till viDca i sin tur 
biomolekyler kopplas via kovalenta bindningar. Partikeln i foreliggande ansSkan bar ett 
minimalt lager av molekyler utanf&r kMrnan fbr dess specifika anvandning och skiljer sig 
darfSr vSsentligt frfln den av Bahr et al beskrivna partikeln. 



transporteras genom membranet. 



Det Sr sedan tidigare kBnt (17) att partiklar i nanostorlek kan utnyttjas fir att deda tumSrceller 
genom upphettaing i ett altemerande elektromagnetiskt Kit si kallad hypertenni. Partiklarna 
f&r detta SndamM modifieras med ett stabiliserande hOlje och en igenkSnningsmolekyl for en 
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specific malcell. Cell-paitikcl komplexet placeras i ett altemerande flit tills varmen i de 
attackerade m&lcelletna blir s& hdg act cellen dfir. Desna applikation har f&r avsikt att med 
hjSlp av vflnne belt sli ut en cell. I den f&religgande patentansdkan beskrivs en anordning som 
kan utnyttja vSnnen fr&n den magnetiskt paverkfoara karnan f&r ett belt annat Sndaxnil, 
membran transport, utan att paverka hela cellen med en generell hdjning av temperaturen. 

1 de fell effektormolekyiens mil ar en oxganell inuri en cell kravs passage genoxn mer an ett 
membran. En variant av bcskrivna anordning oragardas av ett KpidhSlje som bildar en 
liposom. Denna magnetoliposom till&ts i ett forsta steg att fusera med cellmembranet. 1 nSsta 
steg till&ts anordningen utan liposamhdlje inuti cellen att sdka upp malmembranet 
exemplificrat av cellkamans membran varefter cellen utsatts en eller upprepade gSnger for ett 
altemerande magnetfllt Detta utf&rande av anordningen 2r sSrskilt viktigt vid inf&randet av 
DNA till cellkaman i levande celler som inte delar sig. 

Magnetoliposomer f5r malspecifik behandling av biologiskt material bar beskrivits i 
patentlittertanren (13, 14), . Den magnetiska delen av dessa liposomer utnyttjas flir att med 
bjalp av ett magnctfalt dirigera liposomen till rltt malobjekt, vilket skiljer sig ftan 
forcliggande uppfinning dar liposomen transporters den aktiva magnetpartikcln genom ett 
yttre cellmembran varefter den magnetiska partikeln utnyttjas f&r ytterligare en 
membrantransport via ett altemerande inagnetf&It Magneto fluoroscerande liposomer 
beskrivs av Radbrucb (14) f&r specifik maricning av celler vid cellsortering vilket inte ar 
relevant f&r f&religgande ansflkan. 

KORT SAMMANFATTNING AV UPPFINNINGEN 

Uppfinningen avser en anordning avsedd for magnetfaltsinducetad 
membrantransport av substanser. Anordningen inneb&Uer dels en magnetiskt paverkbar 
komponent och dels en membranbindade komponent som samtidigt ocks& utgor en 
substansbindande komponent. Foretradesvis ar partQdamas diameter storrc an 1 nm och 
mindre fin 1 mikrometer. 

I en utfbringaform av anordningen tnnehaller nSmnda magnetiskt paverkbara 
komponentcn minst en metall eller ett derivat dSrav, s&somen oxicL 

I ytteriiggare en utf&ringsfbim av anordningen kan namnda anordnings 
membrantransport paverkan induceras genom ett palagt altemerande magnetfalt med en 
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svangningsfrekvens inom intervallet 10 Hz till 100 MHz samt en Sltstyrka inom inteivanet 1 
till lOOOOcrstedt 

I alteroativa utftringsfoimer av anordningen inneh&Uer den avcn 
incUkatoramnen och/eller en dubbcllagcr membiankomponent som bildar en liposom struktur. 

Anordningen enligt forcliggande uppfinning kan anvtadas fBr biokemiskt arbctc 
vid analys, preparation och foiskning i laboratorier. Anordnmgens effekt kan ytteriiggare ft>r- 
starkas genom ett forfarande dfir en suspension av anordningen forsl Wandas med 
membranomslutna strukturer och HXliXs inkubera under 1 min till 3 timraar f&re det att det 
bildade partikcl-mcrabrankomplcxet utsStts for ett alteroerande tnagnetfilt 



DET ALJERAD BESKRIVNING AV UPPFINNINGEN 

Den patentansfikta anordningen kannetecknas av tvi komponenter. Den ena ar en magnetiskt 
piverkbar kSma och den andra 3r en molekyl med tv4 egenskaper i en och samma molekyl, 
dvs en difunktionell molekyL Egenskapema soni sagda molekyl definieras av Sr dess flinn&ga 
att specifikt kSnna igen ett milobjekt och binda fast vid detta och det andra ir att attrahera en 
effektormolekyi si att denna effektormolekyi transporteras med den patentsdkta anordningen. 

Den magnetiskt p&verkbara karnan kan best! av jamoxider och jSrnoxidhydroxider eller 
blandningar darav samt kan hmeh&lla oxider av andra metaller sa som Co, Ni, Mn, Be, Mg, 
Ca, Ba, Sr, Cu, Zn, Pt, Al, Or, Bi, sSllsynta jordartsmetaller eller blandningar dSrav. KJtanan 
har en storlek p& mellan 1 och 100 nanometer och totalt har partikeln en diameter pi mellan 
1 nanometer och 1 mikrometer. 

Den difiinktionella molekylen kan vara ett protein, en peptid, ett bormon, en organisk 
molekyl, en DNA eller RNA molekyl som har en naturlig och stark affinitet for ett malobjekt. 
Sagda difiinktionella molekyl kan exemplifieras av ett lektin och dess affinitet f5r kolhydrater 
pa cellmembrans protciner eller en antikropp och dess afBnitet for ett visst antigen. Dessa 
protein molekyler inneh&ller ofta tillrackligt med laddningar f5r att tamna binda till sig en 
molekyl via elektrostatiska bindningar dler hydrofbba delar som kan binda till sig andra 
molekyler via van der Waals inceiaktioner. Det Sr vanligen inte denna fBrmiga molekylen Sr 
kand fBr och det 3r darfSr ofta inte dokumenterat. Vi har tex. upptackt att lektinet 
Concanavalin A och kanin IgG molekyler binder plasmid DNA tillrackligt bra fdratt kunna 
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transporter det till ett kolhydrats innebailande celimembxan da dot sitter bundet till en 
magnetiskt p&verkbarpartikel, se exempel IV nedan. Aterfiims intc den divalenta funktfonen i 
en molekyi kan den skapas genom kombinationer antingen kovalenta eller via genfiision 
mellan minst tva olika molekyler eller delar darav. En tetra-lysin peptid fiiserad till ett lektin 
ger lektinet ett DNA associcrande site, se excmpcl HI nedan. 

F6r den patentsdkta anoidningens application i membrantransport ar det viktigt att kunna folja 
och dokumentera paitikelns v§g och lokalisering i eller utanfBr en cell. I ett utforande av 
anordningen binds darf5r en mark* si som t ex ett Srgamne. fluoroscerande amne, 
tadioaktivt tome, chemiluminiscerande amne eller en2ym fast vid den magnetiskt pftveikbara 
kfiman. I ex II nedan beskrivs bar enzymet luciferase anvands for dokumentation av en 
variant av anordningen och dess f&maga att binda fast vid det yttre cellmembranet pa E.coli 
bakterier. 

1 ett annat utfljrande av anordningen omges denna av ett fosfolipidlager vilket bildar en 
liposoxn kring den magnetiskt p&vericbara kflrnan och den daip& inbundna difiinkrionella 
molekylen. Pi detta s3tt kan anordningen ni firara till en organell inuti en levande cell och 
transporter efiektormolekylen in genom ett organellmembian exemplifierat av ceUkarnans 
membran, mitokondrie membran eller chloroplast membran. 

Tillveikningen av anordningen samt exempel p4 tillSmpningen av anordningen i membran 
transport exemplifieras nedan nSrmare med fBljande ej begransande exempel. 

Exempel L Tp l^v^ninps procediir flfr p aitildar med ConA som difimktjonell mplekyl p& ytan 

En vattenbaserad slurry av aggregcrade jSmoxid kamor fiamstalldes enligt metod beskriven 
av Massart (10). Slurryn behandlades d&refter med destillerai vatten pH 3.0 justerat med HCL 
(tvSttlBsnmg) under sorricermg. Slurryn centrifugerades dSrefter (500g, 10 min), 
Cverldsningen dekanterades bait Felletten resuspenderades iter igen i tvattl5sning och 
soniceringen itfoljd av centri&gering upprepades tills att partiklama inte langre 
sedimentable, D& hdjdes g-talet f5r centrifugeringsteget succesivt i steg tills att partikel 
suspensionen var stabil utan att sedhnemera under centrifiigering i minst 1 h vid 22 000 g. 
Partiklama sterilfiltrerades. Suspensionen (1%, 10 mg/ml) uppvisade en tnagnetisk 
penncabilhct om n^l-9. JSmhalten uppmfittes till 49% med bjalp av atoroadsoiption- Denna 
suspension benamns FF1. 
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0,1 mlavFFl spfids 10 ganger i tvattlosning. En lBsning av concanavalin A om 75 fxg/ml i 
tvattlSsning filtrerades genora en avsaltningskolonn (pharmacia) varefter 0.5 ml utsadd FF1 
och 0*5 nil concanvalin A ldsning blandades i ett provrdr och tillats inkuber 30 min i 
rumstemperatur p& ett vippbori 1 m! bovin scrum albumin ldsning (behandlat i likhet med 
concanavalin A ovan) om 250 jig/ml tillsattes piovet fir att tacka hela pertikelytan med 
protein och detta inkuberades under 30 min vid rumstemperatur i 30 min. 
Till proverna tillsattes NaCI till en shitkoncentration av 0 S M for att sakerstSDa att partiklama 
var belt tackta av protein samt ait padriva van der Waals interaktioncma mellan jarnoxid 
partiklama och protein molekylema. Det slutliga provet gelfiltrerades mot PBS buffert for att 
ta bort overflodiga BS A molekyler och fBr att byta buffert. Slutligen sterilfiltreradcs (0.2jim) 
fenofltiiden* 

Exemoel H Visualisering av partiklama genom marknins med luciferase 

Paitiklama tillverkades enligt ovan men i detta fell blandades concanvalin A losningen med 
luciferase (firefly) om 50 |igfad. 

Den fardiga luciferase/concanvaKn A fenrofluiden sp&ddes ut tills att den uppvisade 
M.0020. 

20 |il av utsadd ferrofluid enligt ovan tillats inkubera med 10 jiE.coli slurry (OD600=0.4 5 
koncentrerad 10 ganger i PBS buffert) i 370 jil PBS buffert supplementerad med 1 mM CaCfe 
och 1 mM MnCh (PBS2). Cell-ferro fluid suspension tillats inkubera i 30 min varefter cellema 
centrifugerades vid 3000 g i 5 min och tvattades 2 ginger i PBS2. Cell-partikel pelletten 
resuspenderades i 50 jil beetle hiciferin substrat Mn PROMEGA Luciferase assay sytem 
tillsattes. Ljusintensitcten fian luciferase bekrSftade inbindning till cellema dels i suspension 
och dels vid studier av cellema i mikroskop. 

Exemoel II L Transfcktion avg. co/i LB121 mednlasmid DNApUC18 bundettiH ConA- 
tetralysine 

20 pi av en suspension enligt foreliggande uppfimring, dSr den cellbindande komponenten 
utgGrs av conA vilken via genfusion uttryckts som ett protein (uttryckt i E.coli) med den 
substansbindande komponenten som utgGrs av en syntetisk polylysin peptid (4aminosyror), 
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och dsn koncentrationen av den magnetiska paverkbara komponenten ger suspension med en 
magnetisk relativ penneabilitet om 1.002, tillsattes till 0.5 pg pUCl 8 plamid DNA i 10 pi 
PBS. Provet inkuberades i 20 min. 10 pi celler odlade till en celltatfaet am OD (600 run) =0.4 
koncentrerad 10 ganger och resuspenderad 0.1 M PBS buffert inneh&Hande 0.15 M NaCl 
tillsattes ferrofiuiden. Efter en inkubationstid om 30 minuter utsattes provet i 20 s f&r ett 
altemerande magnetiskt Sit med en frekvens om 1 MHz och en faltstyrkapi 100 Oe. 1ml 
sterilt LB- medium tillsattes varefter provet inkuberades i 45 min vid 
37° C. 10 ul av provet spieds sedan ut pi agaxplattor (LB-medhun, 75 ug/ml ampicillm, 50 
ug/ml samt 25 ug/ml X-gal). Plattorna inkuberades i 37° C over natt varefter 
transfcktionsfrekvensen 2Sx 10 7 kolonier / xng DNA uppmattes genom genom att rakna 
antalet bla kolonier/agaiplatta. 

Exemoel IV. Tffl"« fe fr^ ftv E.cott LB121 med nlasmid DNA dUC18 med olika maaictiskt 
paverkbara partiklar-en jgmfSrelse mellan oifl ra fr^vt fonella molekvler 
20 pi av olika suspensions av paitiklar enligt fSrcliggande uppfinning, dSr den divalenta 
komponenten i respektive suspension utgdis av utgors av antikropp riktad mot OmpA, 
concanavalin A, amino grupper och carboxylgruppcr och dar koncentrationen av den 
magnetiska piverkbara komponenten karaktariserade suspensionen med en magnetisk relativ 
penneabilitet om 1.002, tillsattes till 0.5 pg pUCl8 plasmid DNA. Provet inkuberades i 20 
min och darefter tillsattes 10 pi celler odlade till en celltathet om OD(600 nro) =0.4 
koncentrerad 10 ginger och resuspenderad 0.1 M PBS buffert inneh&Uande 0,15 M NaCL. 
Efter en inkubationstid om 30 minuter utsattes provet i 20 s f&r ett altemerande magnetiskt 
felt med en frekvens om 1 MHz och en Sltstyrka pi 100 Oe. 1ml sterilt LB- medium tillsattes 
varefter provet inkuberades i 45 min vid 37° C. 10 ul av provet spieds sedan ut pi agarplattor 
(LB-medium, 75 ug/ml ampicillin, 50 ug/ml samt 25 ug/ml X-gal). Plattorna inkuberades i 
37° Cover natt. 

De olika suspensionerna resulteradc i fbljandc resultat 

Ferrofluid: Antal nosiriva kolonier per ararelatta: 

Referens (prov utan ferrofluid) 1 1 



ff-NH 3 + 
ff-CO(>- 
ff-AntiOmpA 
ff-ConcanvalinA 



6 



3 



20 
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PATENTKRAV 

1 . Anordning, fir transport av sub s tans er genom biologfcka membran kannetccknadav 
att den innehlller minst ctt magnetiskt pAverkbaxt material samt minst en difunktionell 
molekyt med minst ett bindande site ftr nfimnda substans ocb med minst etc bindande sate for 
namnda biologiska membran. 

2_ Anordning enligt krav l,kanneteckn a d av att nSnmda magnetiskt p&verkbaia 
mateiialet inneb&Uer jarooxid, jMrnoxidhydroxid, jarnoxidhydrat, gamma-Fe&Oa, F^O^ 
jamoxider inneb&llande metalljoner s&som Co. Ni, Mn, Be, Mg, Ca, Ba, Sr, Cu, Zn, Pt, Al, 
Cr, Bi, sSllsynta jordartsmetaller eller blandningar dSrav. 

3 . Anordning enligt krav 1 eller 2,k&nnetecknadavatt namnda difunktionell molekyt 
fir ett lekdn sisom t ex Concanavalin A, transferrin, avidin, selektiner, DNA, RNA, 
antibiotika, honnoner, polyelektrolyier, antikroppar, antigen, syntetisk peptid, peptid, 
viruspiotein, polylysin, DNA-polymeias, RNA-polymeras, ligas, exonukleaser, 
endonuklcaser, zinkfingrar, repressorer eller promotorer. 

4. Anordning enligt krav 1 , 2 eller 3, kSnnetecknadavatt namnda difunktionell 
molekyl Sr ett rekombinant fusionsprotein eller en fusionsmolekyl mellan minst tva av 
f&ljande enheter eller delar darav: lektin sasom t ex Concanavalin A, transferrin, avidin, 
selektiner, DNA, RNA, anttbiotika, hormoner, polyelektrolyter, antikroppar, antigen, 
syntetisk peptid, peptid, vinisprotein, polylysin, DNA-polymeras, RNA-polymeras, ligas, 
exonukleaser, endonukleaser, zinkfingrar, repressorer eller promotorer. 

5. Anordning enligt krav 1,2,3 eller 4 kSnne tec kn ad av att den flr enpartikel med 
genomsnittsdiameter inom intervallet 1 nm till 10 pm. 

6. Anordning enligt krav 1 , 2, 3, 4 eller 5 k & n n e t e c knadavattdeninnehaileren 
indikator sfisom t ex ett f&rgamne, fluoroscerande Smne, radioakrivt 5mne, 
chemiluminiscerande Smne eller enzym. 



# 
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7. Anordning enligt krav 1,2,3,4,5 eller 6 k innetecknad av att deal innehSller en 
dubbellager membrankomponent som kan vara uppbyggd avtcx fosfolipidcr och/eller 
kolesterol. 

8. FOrfarande dar anordningen enligt n&got av kraven 1 -7 utnyttjas for membran transport 
av substanser sfisom DNA, RNA, PNA, protein eller del dtov, peptid, virus, polymcrcr, 
lakcmcdcl samt storoider. 

9. FGrfarande dar anordningen enligt n&got av kraven 1-7 i nfirvaro av ctt altemerande 
magnet&lt med en fiekvens inom intervallet 10 Hz till 100 MHz samt en f&ltstyrka inom 
intervallet 1 till 1000 Oerstedt, utnyttjas f8r membran transport av substanser. 

10. Forfarande d§r anordningen enligt n&got av kraven 1-7 utnyttjas fSr biokemifikt arbete 
s&sora t ex transfektion, transformation, genOverftSring, genuttryckskontroll, 
ceUdifferentierings kontroll, protein uttrycks kontroll, proteinsyntes, in vivo protein aktivicets 
mBtning, genmodifiering av virus/protozoer/mOgel/bakterier och/eller organelles 
dari/bakieriefager/vaxteeller/ och/eller organeller dari/mamaliceller/primarceiler/stamceller. 

1 1 • Forfarande dSr anordningen enligt n&got av kraven 1 -7 Wandas med membranomslutna 
strukturer och till&ts att inkubera under I minut till 3 timmar fere det ait det bildade partikel- 
membrankomplexct utsatts for ctt altemerande magnetfalt. 

12. Forfarande dar en membranomsluten anordning enligt krav 1-7 foist till&ts 

tusera med ett cellmembran varefter de intemaliserade partiklaxna till&ts att inkubera under 1 
minut till 48 timmar varefter cellerna innehallande paitiklar utsatts, en eller upprepade ginger 
for ett altemerande magnetfalt fbr membrantransport over ett intracellulSrt membran 
exeroplifierat av ceHkamans membran och/eller mitokondrie membran och /eller chloroplast 



membran. 



13. FOrfarande d£r anordningen enligt n&got av kraven 1-7 anvSnds i en 

kombination av fSrfaranden enligt krav 8-11. 
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